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光の強い誘導体に導く必要がある。Amano ら 11 21 31 は polyaldehyde を用いて芳香族第一アミンの蛍光反




















300 340 380 420 mμ 
Fig.1 Excitation and emission spectra of reaction product. A mixture of 1 ml glyoxal reagent , 1 ml 
adenine solution (10mμmole in water) , and 3 ml acetic acid was heated at 1000 for 180 min. 
また，酢酸の濃度が上るに従ってその強度も増大した。反応は沸騰水浴上で加熱して行われ，反応
時間は 2.5 時間で蛍光強度は最大に達し，以後変化しなかった。試薬GTH の量は飽和水溶液 1ml を
用いることにした。以上の事より定量条件を次の知く定めた。
検体の水溶液 1ml に GTH の飽和水溶液 1ml ，氷酢酸3.0ml を加え，沸騰水浴上3時間加熱し，冷
後励起波長 328nm，蛍光波長 382nm で測定する。かくして得られた蛍光スペクトルを Fig.1 tこ示す。

































Calibration Curves of Adenine 
0.2-1. Omμmole 











ATP , NADP 等の誘導体も同様な検量線が得られた。生じた蛍光は安定で， 5 時間後にもその強
度に変化は認められなかった。 GTH の飽和水溶液も 1 ヶ月間安定であった。
Uracil , thymine , guanine , cytocine の他の塩基は Fig.3 に示すごとく， adenine の 10 倍量を用いて
もその定量に影響を与えず，従って本法は，これらの塩基を分離することなく混合物のままで， adeｭ
nine が定量されることが示唆される。
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Mixt. of U, T , C , and Gιo 
Mixt. of U, T , C, G and A 93.5 
Fig. 3 Effect of Other Nucleic Acid Bases on Fluorescence Intensity of Adenine. 
I adenine …・・・…・…・ 10 mμmole 
Sample contents { 
1 other bases ..…・・・…・ 100 mμmole 
第二章反応生成物の構造
種々の adenine 誘導体を GTH と前述の条件で反応させたところ， 6 位に A級アミノ基のある化合物
はすべて蛍光を生じたのに対し， 6-methylamino , および、 6-dimethylamino purine のみ蛍光を与えなか
った。このことより GTH は adenine の 6 位の A級アミノ基と反応していることが示された。
一方， 1- ，および、 7-methyladenine が蛍光を与えたことより GTH は adenine の 1 位や 7 位に閉環反
応を起してはいないと考えられる。
次に，この蛍光性物質の単離を試みた。種々検討の結果，ペーパークロマトグラフィーが最も好ま
しい結果を与えたので，これをくり返して精製した。 しかし市販の TLC を用いた場合，尚 3 成分の
混合物であることが示されたが，それ以上の分離は出来なかった。この物質を TMS 化した後， GCｭ
MS で分析したところ，試薬の BSA から生じたと思われるピーク以外の 3 つのピークが現れ， それ
らの M+ は 629 ， 687 および745 で，この値は adenine に glyoxal の dimer ， trimer , tetramer がそれぞ
れ脱水縮合したものの TMS 化物に一致した。また，その質量スペクトルの解析結果もそれを支持し
た。 TMS 化しないで MS を測定すると glyoxal の monomer に相当するピークのみが現れた。紫外部吸




methlene 誘導体 (1 )の吸収極大の 312nm に極めて近いことから adenine の一級アミノ基と GTH の al­
dehyde 基との脱水縮合した shiff base 型の結合の存在が示唆される o 1 がまた強い蛍光を示すことが述
べられていることもこれを支持する。
IR 吸収スペクトルからは C=o の存在が否定され，
一方，エーテル結合の吸収が著明である。元素分析， N
MR の結果からは adenine 1 分子に対して glyoxal が平均
litxbN¥CH3 
して 3 分子結合している事が示されている。 glyoxal は水
溶液中で極めて複雑な平衡状態で存在することはWhipple ら5) も記している。従って，本反応におい
ても Chart. 1 の知き平衡状態で存在するものの中， aldehyde 型になったものがそれぞれ adenine と脱
R (工)
水縮合したものと考えられる。
工工 OH 司電ご一ーーーーー 工工工 ‘0::::--ーーーーー HO:C。工。工江 OHーーーーーーーーーニ.. 
JにXox:
HO , OH '" / CH 
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核酸中の adenine を定量する場合，酢酸中で加熱するという遊離 adenine の定量条件をそのまま用い
ると加水分解が充分進行せず， polynucleotide から遊離した adenine と，結合したままの adenine の混合
物となり，分子あたりの蛍光強度が異るので，まず核酸を加水分解して adenine を完全に遊離させる
条件を検討した。
DNA 中の purine は酸により極めて容易に加水分解されて遊離することが知られており de-AMP を
用いた著者のモデル実験の結果もその通りであったが， AMP の場合は adenine を完全に遊離させるた
めには， lN の塩酸または過塩素酸で 1 時間の加熱を必要とした。 (Fig. 4) 
この様に adenine を完全に遊離させるためには鉱酸の作用が必要で、あるので，次にその濃度と反応
時間が蛍光強度に与える影響につき検討したところ Fig.5 の如くなり， DNA の場合 lN 塩酸で 4 時
間加熱が好ましいことが明らかとなった。 RNA を用いた場合も同様で、あった。
以上のことから DNA および RNA 中の adenine 含量を定量する条件として次の如く定めた。










, , , , , 



















2 3 4 hr 
Fig. 4 Effect of Acid Strength and Reaction Time on Hydrolytic Liberation of Adenine from AMP. 
AMP was hydrolysed , and adenine liberated was determined by UV-method after separation 
by PPC. 
AcOH Sample H20 1N-HCI 1 N-HCI04 
0・一ーー・喝 3.0 ml 0.5 ml 
1.0 ml 0.5 ml 
1.0 ml ー 0.5 ml 
1.0 ml 
』一一ー司 3.0 ml 0.5 ml 












2 3 4 5 6 7 hr 
Fig. 5 Effect of Hydrochloic Acid Concentration and Reaction Time on Fluorescence Intensity of 
Reaction Mixture Containing DNA or Adenine. 
A mixture of 1.0 ml glyoxal reagent , 0.5 ml sample solution , 3.0 ml acetic acid and 0.5 ml 







た後，冷後 Ex.328 nm , Em. 382 nm で蛍光を測定する。ごの方法により，核酸として僅か0.5μg あ
れば，その中の adenine の分析が可能である。この方法を用いて各種の DNA およびRNA 中の adenine
含量を測定し，それらの結果を従来の uv 法と比較した結果は， Table.I に見られる知く， よく一致
した値を示している。
Table. 1 Comparison of Adenine Contents in DNA and RNA Determined by 
Ultraviolet Method and Fluorometric Method 
Samples UV-method Fluorometric method 
Herring sperm DNA 6.17% 6.18% 
Normal rat liver DNA 5.75 5.84 
Rat hepatoma DNA , No. 1 6.25 6.20 
No. 2 5.25 5.30 
No. 3 5.33 5.20 
No. 4 5.30 5.25 
No. 5 3.13 2.93 
No. 6 5.96 5.85 
Torula Yeast RNA 8.68 8.10 
Rat hepatoma s-RNA , No. 1 7.51 7.60 
No. 2 6.50 6.50 
No. 3 5.88 5.85 
No. 4 5.93 6.49 
No. 5 6.30 6.12 
No.6 6.26 5.84 
No.7 4.90 4.84 




要ないが adenine 誘導体相互の区別はつかないので， これらは分離する必要がある。検討の結果i ク
ロマトグラフィーよりも， {，戸紙電気泳動法により迅速かっ容易に分離されることがわかった。 Adenine
(一)
Adenosine o AMP 
Whatman No. 3MM 
Acetate buffer (pH 4.0 ， μ=0.1) 
400 v/28cm , 2 hr. 
ADP 




adenosine , AMP , ADP , ATP の混合物を pH4.0 の acetate buffer を用い，イオン強度 0.1 ， 400V , 
2 明野語力した時の結果を Fig.6 に示す。
従って，血液あるいは肝ホモジネート中の adenine 誘導体の分析法としては，まず過塩素酸で除蛋
白し，炭酸カリで過塩素酸を除いた後，上澄液を電気泳動にかけ， adenine , adenosine , AMP の部分




Table. I Analysis of Adenine , Adenosine and AMP in Rat Liver and Blood (mμmole/g wet tissue) 
Blood Liver 
Experimental No. 1 2 3 4 5 6 3 4 
25.2 38.5 48.1 62.5 
Adenine 25.2 19.3 35.3 163.5 
96.2 
19.2 25.2 48.1 22.4 41.7 51.3 158.7 
Adenosine 32.1 22.9 22.9 19.3 58.1 64.1 
32.1 10.0 18.3 12.8 35.3 35.3 163.5 
301.3 68.6 123.5 514.4 210.0 137.9 238.8 164.9 
AMP 439.9 84.6 224.1 432.7 210.0 116.0 236.5 163.5 
349.4 43.4 109.8 227.5 128.2 235.6 139.4 
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アデニンの 6 位の一級アミ l ノl基にグリオキザールの二，三および四重合体が脱水縮合して生ずる 3 種
のシッフ塩基の混合物が蛍光発出の本体であることを確め，この根拠に基いて核酸中に含まれるアデ
ニンの定量条件を詳細に検討し生体試料中のアデニン系化合物の微量定量法を確立した。アデニン，
アデノシン， AMP , ADP , ATP の分離定量には， i戸紙電気泳動法と上記の蛍光定量法を組み合せ
て優秀な成績を収め得ると結論してlいる。
本論文は薬品分析化学の進歩に貢献し，薬学博士の学位論文として十分に価値あるものと認める。
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